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コムギの形質転換
Wheat transformation techniques
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（横浜市立大学木原生物学研究所）
１．はじめに
　コムギは世界三大作物であるにもかかわらず、イネやトウモロコシ、あるいは同じ麦
類であるオオムギに比べても形質転換（遺伝子組換え）が難しい作物であるとされてき
た。しかし、近年では誰もが実践できる（ただし後述するような制限があるが）形質転
換法が確立している。本稿ではコムギで形質転換体を作成する代表的な方法について簡
単に紹介したい。
　植物の形質転換法には、大きく分けて 2 種類の方式がある。1 つは物理的方法による
もので、パーティクルガン法、エレクトロポレーション法、PEG 法などが挙げられる。
これらの方法は同時に複数種類の遺伝子を導入することができるため、事前の遺伝子構
築が簡単であるという特徴がある。また、植物から得られた分化した細胞および、培養
によって得られた未分化な細胞（カルス）などの種類に関係なく、細胞から植物体を再
生する培養系さえ確立されていれば、植物種に関係なく形質転換植物を得ることができ
るという最大のメリットがある。しかし、遺伝子の一部分が欠失したり、転写方向が逆
転したりといった不完全な形で遺伝子が導入されることも多い。これらが遺伝子の不活
性化（gene-silencing）の原因になることが知られており、安定な形質転換体を得るた
めの妨げになっている。
　これに対して、アグロバクテリウム法は、土壌細菌であるAgrobacterium tumefaciens
が持つ能力を利用した生物的形質転換法である。アグロバクテリウムは、自身が持つ
Ti プラスミド上の T-DNA 領域を植物細胞に導入することができる。T-DNA 領域は左
右両側にある 25 塩基対の保存配列によって規定されており、保存配列に挟まれた領域
には実験者が望むような構造をした遺伝子を設定することができる。ただし、物理的方
法とは異なり、多くのコピー数を導入することができないため、複数の遺伝子を導入し
た形質転換体を作るためには、この T-DNA 領域に希望する遺伝子を全て設定するとい
う煩雑な作業が必要となる。この欠点は逆に利点でもあり、少コピーで導入されるため
に gene-silencing が起こりにくい、あるいは後代の遺伝解析がシンプルであるといった
特徴がある。このため、現在では多くの植物がこの方法によって形質転換を行っている。
　植物における形質転換は、その遺伝的背景（系統や品種など）の影響が大きいことが
知られている。遺伝子組換え実験に用いるコムギ品種として、最も使いやすいものとし
て知られているのが Bobwhite S26 と呼ばれる系統である 1。この系統の開花後 14 日程
度の未熟胚を用いて形質転換を行う。しかも、未熟胚をそのまま使用したのでは後のカ
ルス化に悪影響があり、胚軸を切除する必要がある 2。このような点からもコムギは非
常に扱いにくい材料である。
パーティクルガン法
　誰でも簡単にコムギ形質転換体が得ら
れることから、現在までも最も有効に使
われている方法である。最初の報告は
1992 年であった 3。図 1 に示すような装
置を使用して遺伝子導入を行う。簡単な
原理を説明すると、微細な金粒子に導入
したいプラスミドを接着し、高圧力のヘ
リウムガスを用いて植物細胞に撃ち込む
という方法である。空気銃を使って植物
細胞内に金の弾丸を埋め込むと想像してもらえればよい。
　コムギには直径 0.6μm の金粒子を使い、目的のコンストラクトが入ったベクターと
選抜マーカーの入ったベクターを混ぜて接着させる。選抜マーカーにはbar 遺伝子（ビ
アラホス耐性遺伝子）が使われる。ベクターを接着させた金粒子は 100％エタノールに
懸濁され、マイクロキャリアー（図 2a）にスポットされる（図 2b）。これは、ただ単
にマイクロキャリアーに金粒子を置いてあるだけといった状況である。ポイントは、凝
集してしまう金粒子をいかにして細かくするか、マイクロキャリアー上に均一にスポッ
トするかが重要になる（コムギに限ったことではないが）。金粒子を発射するためのヘ
リウムガスの圧力は、ラプチャーディスク（図 2c）によってコントロールする。ラプ
チャーディスクはパーティクルガン上部のシリンダーの出口を塞いでおり（図 2f, g）、
シリンダーに流れ込んだヘリウムの圧力がある値に達すると破れるようになっている。
商品としては 450 ～ 2000psi（pounds per square inch: 1psi は約 6894Pa）まで設定さ
れたものが数種類販売されている。
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図1　パーティクルガン（遺伝子銃）
一色　コムギの形質転換
69
図2　パーティクルガンの準備
a. エタノールにて殺菌操作を行ったマイクロキャリアー。b. マイクロキャリアホルダーにマイ
クロキャリアーをセットし、DNAを接着させた金粒子の懸濁液をスポットする。c. ストッピン
グプレート（左上）とラプチャーディスク。d. ストッピングプレートをマイクロキャリアーアッ
センブリーにセットする。e. マイクロキャリアーホルダーをマイクロキャリアーアッセンブリー
にセットする。f. g. ラプチャーディスクをヘリウムガス噴出口にセットする。h. マイクロキャ
リアーを上に、ストッピングプレートを下にしてイクロキャリアーアッセンブリーをセットする。
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　コムギでは 900psi に設定されたラプチャーディスクを用いる。装置の中にはヘリウ
ムガスによって飛んでくるマイクロキャリアーを受け止め、その上に乗った金粒子だけ
を植物細胞に当てるためのストッピングプレート（図 2c）を取り付ければ準備が完了
である（図 2d,e,h）。
　前述のように、材料には開花後 15 日程度の未熟種子から得られた未熟胚を用いる（図
3a,b）。胚盤側を上にして寒天培地に乗せたコムギ未熟胚（図 3c）を最下部に設置して、
装置の扉を閉め、真空ポンプにて装置内を真空に近い程度まで減圧する。スイッチを押
すと上部シリンダーにヘリウムが流れ込み、900psi に達するとラプチャーディスクが
破れ、一気にヘリウムガスが放出される。この勢いでマイクロキャリアーが下部に発射
されるが、マイクロキャリアー自体はストッピングプレートで受け止められ、金粒子が
未熟胚の細胞に導入されることになる。このような操作の後、未熟胚をオーキシンにて
カルス化をするとともに、農薬であるグルホシネートを含む培地で選抜を行う（図
図3　パーティクルガン法によるコムギの形質転換
a. 開花後15日目のBobwhiteの穂。b. 開花後15日後の未熟種
子。c. 採取した未熟胚。d. パーティクルガンによる遺伝子
導入操作後、培養2週間のカルス。e. GUS染色を行ったカル
ス。f. 不定芽の再生。g. 再生植物体。
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3d）。この選抜の期間は約 60 日である。図 3e はパーティクルガンにて、β - グルクロ
ニダーゼ（GUS）遺伝子を導入し、選抜中に X-Gluc を添加して、遺伝子導入の有無を
調べた結果である。このように、遺伝子が導入された細胞が増えているのがわかる。選
抜終了後、オーキシンを除いた再生培地にカルスを置き、植物体へと再生させる（図
3f,g）。
　パーティクルガン法を用いると、Bobwhite のような特殊な品種でなくとも、農林 61
号のような栽培品種に遺伝子を導入することが可能である。ただし、形質転換効率は
Bobwhite に比べて 10 分の 1 程度に低下するようである 4。
　詳しいプロトコールはいくつも報告されているので 5,6、それらを参考にしていただけ
たらと思う。
アグロバクテリウム法
　現在、多くの植物種で最もポピュラーな遺伝子組換え法である。コムギにおける最初
の報告は 1997 年であるが 7、その後もコムギの形質転換法の主流はパーティクルガン
法であった。同じイネ科であるイネのアグロバクテリウム法が 1994 年に発表されて以
来 8、イネではアグロバクテリウム法による形質転換体が分子生物学的解析に大きく役
立っているのに比べ、コムギでは後代の遺伝的解析が困難であるにもかかわらず、パー
ティクルガン法を使わなければならない状況にあった。その理由は形質転換効率の低さ
にあると考えられる。実験操作自体は、目的のコンストラクトを導入したアグロバクテ
リウムをコムギの細胞（多くはやはり未熟胚）に感染させてカルス化、選抜、植物体へ
の再生といった簡単なものである。しかし、様々なところにノウハウがあり、プロトコー
ルを見ただけではうまく再現ができなかった。そこへ、日本たばこ産業株式会社（JT）
からアグロバクテリウム法によるコムギの遺伝子組換え法が報告された 9。当研究室で
は、この発表以前に技術移転が行われており、学生でも非常に簡便にコムギの遺伝子組
換えを行うことができた。その方法について簡単に説明する。
　形質転換の材料には Fielder という品種の開花後 14 日程度の未熟胚を用いる。前述
の Bobwhite でも可能であるが、形質転換効率が数倍良いようである。アグロバクテリ
ウムにもさまざまな菌株（strain）があり、植物種によって好適なものがある。この方
法ではイネなどでも良くつかわれている EHA101 を使用する（プロトコールには
EHA105 も紹介されている）。
　目的遺伝子を導入した組換えアグロバクテリウムは、他の植物種で用いるのと同様
に、感染操作を行う前日から液体培養をしておく。材料のコムギ未熟種子の種皮を取り
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除き、殺菌処理を行い、未熟胚を顕微鏡下で取り出す。このあたりの操作はボンバート
メント法でも同様である。今回の JT によって開発された方法が特徴的なのは、次のス
テップである。取り出した未熟胚を液体培地に浸け、20,000G で 10 分間遠心分離操作
を行うのである。この操作によって、後のカルス化が格段に変わってくる。遠心分離を
終えた未熟胚はアグロバクテリウム懸濁液の入った容器に移され、室温で 5 分間静置す
る。未熟胚の胚盤側を上に（すなわち胚側を下に）して共存培地に置き、23℃の暗所
に 2 日間静置する。イネのカルスへのアグロバクテリウム感染とは異なり、洗浄・殺菌
の特別な操作は行わない。感染終了後に、顕微鏡下で胚を切除する。このとき、胚を完
全に除くことと、胚盤を傷つけないことが重要となる。これも、後のカルス化に影響す
る。胚を切除した胚盤はレスティング培地→選抜培地→再生培地と培養を継続し、カル
ス化を経て植物体に再生する。胚盤がカルス化し、不定芽が発生するまで 4 ～ 5 週間
である。植物体らしくなり、導入遺伝子の解析が可能になるまでおよそ 2 ヶ月である。
この方法による形質転換効率は非常に高く、使用した未熟胚の数に対して、得られた独
立な形質転換体（1 つの未熟胚から得られた複数の形質転換体は 1 つの系統として数え
る）の効率は 40 ～ 80％に上る。
　当研究室でこのプロトコールを用いて形質転換を行ったが、誰が行っても成功する、
非常に優れた方法であった。しかし、方法自体とは全く別のところに落とし穴が存在し
た。JT の温室で育てられた Fielder は非常に健全で分げつも多く、一穂についた種子
の数が多く、さらに種子自体も丸々と大きいものであった。このような未熟種子から得
られる未熟胚の縦方向の大きさは 2mm 以上あり、操作もしやすく、アグロバクテリウ
ムが無駄に増殖して未熟胚を殺してしまうこともなかった。JT から分譲していただい
た（冷蔵品として宅配便で送っていただいた）そのような未熟種子を使用すると問題は
なかった。しかし、当然ながら材料の未熟種子を１年中好きな時期に調達するためには、
自前で確保する必要があり、当研究室のグロースチャンバーで 1 週間ごとに種子を継続
的に植えて収穫を行ってみた。こうして、得られた未熟胚は 1mm にも満たないような
貧弱なものであり、この未熟胚にアグロバクテリウムの感染を行っても、アグロバクテ
リウムの増殖により死滅してしまうという事態になってしまった。そこで、JT のプロ
トコールを独自に改変することとなった。
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アグロバクテリウム法（改変バージョン）
　健全な外植体が得られないのであれば、得られるようにすれば良い、ということで、
イネのアグロバクテリウム法による形質転換と同じく、一度胚盤をカルス化してからア
グロバクテリウムに感染させるという方法を確立した 9。手順は先の方法とさほど変わ
らない。
　開花後 15 日程度の未熟種子の種皮を取り除き、殺菌操作を行う。顕微鏡下で未熟胚
を取り出す（図 4a）。未熟胚を液体培地に入れ、遠心分離操作を行う。この操作を行わ
ないと健全なカルスが得られない、非常に重要なステップである。胚を除くことなく、
胚盤が上になるように形質転換の選抜試薬（抗生物質や除草剤）が含まれない選抜培地
の上に静置する（図 4b）。このまま 25℃の暗所に 2 週間ほど置くと、黄色く硬いカル
スが形成される。このカルスをアグロバクテリウム懸濁液に 3 分間浸し、菌液を除いて
共存培地に置き、23℃の暗所で 2 日間静置する（図 4c）。この後、イネの形質転換と同
様にアグロバクテリウムの洗浄を行う。共存培地から取り出したカルスを 50ml の遠心
チューブに入れ、セフェム系抗菌薬であるセフォタキシムを加えた滅菌水で 10 回程度
洗浄する。余分な水分をろ紙で除き、選抜培地に置いて 25℃の暗所で培養を行う（図
4d）。2 週間程度で不定芽が発生するので（図 4e）、明所に置いて再生させる（図 4f）。
未熟胚から植物体に再生するまでの期間は先の方法と同等である。この方法では健全な
図4　アグロバクテリウム法（改変バージョン）によるコムギの形質転換
a. 開花後15日後に採取したFielderの未熟胚。b. 抗生物質の入っていない選抜培地に並べられた
未熟胚。c. アグロバクテリウムに感染後、洗浄を行ったカルス。d. 感染後約2週間暗所で培養し
たカルス。e. 明所にて再分化を行っているカルス。f. マジェンタボックスに移植し、植物体へと
再生させる。
カルスさえ得られれば形質転換体が得られる。カルス化後 2 週間で感染操作ができなく
とも、新しい選抜培地（抗生物質抜き）に移しておけばまた使用可能である。この方法
であれば、グロースチャンバーなど育成条件の悪いコムギであっても、材料として用い
ることが可能である。
さいごに
　以上のように、コムギの形質転換は以前ほど困難なものではなくなっている。しかし、
実験に用いるにはまだ使い勝手が悪いようである。例えば、ゲノム解析が行われている
実験品種である Chinese Spring では、アグロバクテリウムによる形質転換は成功して
いない。また、パーティクルガン法及びアグロバクテリウム法双方では基本的に未熟胚
を使用する。このため、1 年中温度や日長が管理された温室やグロースチャンバーで材
料のコムギを育て続けなければならない。一般に実験施設のスペースは限られているこ
とが多く、自由に形質転換を行うには、非常に不利な条件である。
　イネの形質転換においては、保存された成熟種子からカルスを誘導し、カルスにアグ
ロバクテリウムを感染させたのちに植物体に再生させる。コムギにおいても同様に成熟
種子からカルスを誘導し、そのカルスにアグロバクテリウムを感染させることができれ
ば 1 年中コムギを育て続ける必要もなくなる。私がアグロバクテリウムによるコムギの
形質転換法を検討し始めた当初は、（グロースチャンバーが使えなかったこともあり）
成熟種子の胚に対してin planta でアグロバクテリウムを感染させるという方法を試し
ていた。2 年間ほど条件検討を行ったが、最終的にはうまく行かないという結論に達し
た。現在、再び成熟種子を用いての形質転換法を検討中である。いずれは本当に簡便な
形質転換法を完成させたいと考えている。
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